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ARE antioxidant response element 
ATF4 activating transcriptional factor 4 
ATF6 activating transcriptional factor 6 
ATP adenosine triphosphate 
BrdU bromodeoxyuridine 
C/EBP CCAAT/enhancer-binding protein 
CALR calreticulin 
CAT catalase 
CDK cyclin-dependent kinase 
CHOP C/EBP homologous protein 
DMSO dimethylsulfoxide 
eIF2a  eukaryotic initiation factor 2a 
EIMS electron-impact mass spectrometry 
ER endoplasmic reticulum 
ERSE  ER stress response element 
FBS fetal bovine serum 
GCN2 general control non-derepressible 2 
GPX glutathione peroxidase 
GSR glutathione disulfide reductase 
GSS glutathione synthetase 
HO-1 heme-oxygenase 1 
HRI heme-regulated inhibitor  
IL-1b interleukin-1b 
iNOS inducible nitric oxide synthase 
IRE inositol-requiring enzyme 1 
ISR integrated stress response 
Maf musculoaponeurotic fibrosarcoma 
NMR nuclear magnetic resonance 
NQO-1 NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 
NRF2 nuclear factor E2-related factor 2 
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PERK PKR-like endoplasmic reticulum kinase 
PKR double-stranded RNA-dependent protein kinase 
PRDX1 peroxiredoxin1 
LPS lipopolysaccharide 
siRNA short interfering RNA 
SOD superoxide dismutase 
SSR2 human beta-signal sequence receptor gene 
TG thapsigargin 
TLC thin-layer chromatography 
TM tunicamycin 
TRB tribbles related protein 
TXN  thioredoxin 
TXNRD1 thioredoxin reductase 1 
UPR unfolded protein response 
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protein kinase R （ PKR ） -like ER kinase （ PERK ） や general control 
nonderepressible 2 （ GCN2 ）、 double-stranded RNA dependent protein kinase 
（PKR）、 heme-regulated inhibitor （HRI）などのキナーゼが活性化され
（Harding et al., 2003）、共通の下流基質である翻訳開始因子成分 eukaryotic 
translation initiation factor 2a （eIF2a） をリン酸化することにより、ほとんどの
タンパク質の翻訳が抑制され、細胞への負荷が軽減される。これらの経路をた
どる細胞ストレス応答は総称して「統合的ストレス応答  （ integrated stress 
response, ISR）」と呼ばれている（Pakos-Zebrucka et al., 2016）。 
これらのストレスによって、大部分の翻訳が停止する中、転写因子である 
activating transcription factor 4（ATF4）のようなストレス応答性因子はむしろ翻
訳が促進され（Castilho et al., 2014）、アミノ酸代謝の促進や活性酸素の軽減な
どに関わる遺伝子の転写を誘導し、ストレス下での細胞適応を促進させている
（Wortel et al., 2017）。しかしながら、持続的なストレスや回避能力を超えた
過度のストレスの状況下においては、ATF4 は CCAAT-enhancer-binding protein 
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制遺伝子の機能喪失により誘導されることも報告されている（Denoyelle et al., 






（Negelkerke et al., 2013; Wortel et al., 2017; Zeng et al., 2019）。一方で、多発性
骨髄腫を始めとしたがん細胞においては、ある種のストレス条件下において
ATF4 の活性化が細胞死を誘発することも示されている（Carracedo et al., 2006; 



















一つで小胞体ストレス依存的な細胞死に貢献している（Ohoka et al., 2005）












TRB3 の転写活性化を誘導することを以前に報告している（Ohoka et al., 2005）。
TRBファミリーは Drosophila の発生や分化に関与する Tribbles のヒトにおける





糖尿病の病態形成に関与することが報告されている（Du et al., 2003）。また、
TRB3 はがんの発生と悪性化に関与する報告もなされている（Izrailit et al., 2013; 
Li et al., 2018）。一方で、TRB3 はそのプロモーター領域に、ATF4 と CHOP の
二量体が結合する遺伝子配列 ERSE（ER stress response element）を持ち（Figure 
2A）、小胞体ストレスや栄養飢餓などのストレス下において ATF4 と CHOP に
より発現誘導される（Ohoka et al., 2005）。したがって、TRB3 の転写活性化は、







活性誘導分離（activity-guided fractionation）により活性本体として kurarinone を
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ラ Sophora flavescens の根）の抽出液が特に強く TRB3 プロモーター活性の上昇
を示すことを見出した（Figure 2B）。また、同時に TRB3 プロモーター活性を
抑制するものの探索も行なったが見つからなかった。 
 





率的に精製する目的で抽出溶媒を変更した。S. flavescens の乾燥根を室温で 24
時間、3 L のアセトンを用いて抽出しろ過した。このプロセスを 3 回繰り返し、











細かく TLC でスポットを確認しながら分離したため、活性成分を 1 つの画分に
集約することができた。その画分を preparative TLC によりさらに精製して、活
性化合物を得た。 
この化合物は、電子イオン化質量スペクトル（EI-MS）（m/z 438.52、
C26H30O6+の計算値、438.513）および 1H および 13C-NMR 分光分析に基づき、
lavandulyl 基を持つフラボノイドであることが示され、kurarinone ではないかと
推定した。さらに、文献値（Jeong et al., 2008）と比較したところ NMRデータ






3. Kurarinone は TRB3だけでなく ATF4 の発現を誘導する 
 
Kurarinone が S. flavescens の根の抽出液と同じように TRB3 プロモーター活性
を上昇させるか、HEK293/P1-Luc 細胞を kurarinone で処理し、レポーターアッ
セイを行った。Figure 2D に示すように、kurarinone で処理すると、用量依存的
に TRB3 のプロモーター活性が上昇した。また、HEK293 細胞を kurarinone で処
理すると、TRB3 および CHOP mRNA の発現量を増加させた（Figure 2E）。加
えて、HEK293 細胞を kurarinone で処理し、細胞抽出液を用いてウェスタンブ
ロットを行ったところ、TRB3 および、ATF4 の各タンパクの発現誘導が観察さ
れた（Figure 2F）。これらの結果から、kurarinone は ATF4 の活性化を介して
TRB3 を誘導していることが示唆された。 
 
4. Kurarinone は ATF4 を介して、TRB3 を誘導する 
 
また、kurarinone による TRB3 および ATF4 発現の誘導は、PC3（ヒト前立腺
がん細胞株）や HeLa（ヒト子宮頸がん細胞株）のようながん細胞でも観察さ
れ、また TIG1（ヒト正常線維芽細胞株）のような正常細胞においても観察さ
れた（Figure 3A）。次に、ATF4 が kurarinone による TRB3 の発現誘導に必要か
確認するため、HEK293 細胞の ATF4 の発現を siRNA によって抑制したとこ
ろ、Figure 3B に示すように、kurarinone による TRB3 タンパクの発現誘導は抑
制された。また、PC3 細胞と HeLa 細胞についても ATF4 をノックダウンによ
り、kurarinone による TRB3 の発現誘導は同様に抑制された（Figure 3C）。以







5. Kurarinone は PERK-eIF2α経路を介して ATF4 を活性化し、TRB3 を誘導する 
 
ATF4 は ISR の下流のエフェクター分子として知られているため、次に、
kurarinone が ISR に及ぼす影響について検討した。最初に、ISR を構成する経路
の一つである PERK の活性化に与える影響を検討した。Figure 3A で用いた 3 種
類の細胞株に対し kurarinone で処理し、ウェスタンブロット法により PERK タ
ンパクの発現を観察したところ、いずれの細胞株においても kurarinone の処理
で PERK タンパクの電気泳動度が高分子側にシフトしていたことから（Figure 
4A）、PERK がリン酸化などの修飾を受けていることが推定された。そこで、
この移動度のシフトが PERK のリン酸化によるものか確認するために、PERK
の特異的キナーゼ阻害剤である GSK2656157 の存在下で kurarinone 処理をした




により、kurarinone による ATF4 と TRB3 の発現誘導も抑制された。さらに、
siRNA を用いて PERK をノックダウンしたところ、kurarinone による ATF4 と
TRB3 の発現誘導は、PERK 阻害剤と同様に抑制された（Figure 4C）。これら
の結果から、kurarinone は PERK の活性化を介して ATF4 を活性化していること
が明らかとなった。 
Kurarinone による PERK の活性化が認められたため、次に、その下流に存在
する eIF2aに対する影響も検討した。低分子化合物 ISRIB（integrated stress 
response inhibitor）は、リン酸化された eIF2aの下流分子に作用することで、
ISR を阻害することが知られている（ Sidrauski et al., 2013; Sidrauski et 
al.,2015）。そこで ISRIB 存在下で kurarinone を処理したところ、kurarinone に
よる ATF4 と TRB3 の発現誘導が減弱した（Figure 4D）。この結果から、




ISR は様々なストレスに呼応し、PERK 以外にも ISR を構成する他の eIF2aキ
ナーゼによって下流にシグナルが伝達される。そこで、kurarinone が GCN2 や
PKR の活性化を引き起こす可能性について検討した。PC3 細胞に kurarinone を
処理し、リン酸化抗体を用いてウェスタンブロットを行ったところ、kurarinone
は GCN2 と PKR のリン酸化を誘導しなかった（Figure 4E）。このことから
kurarinone は主に PERK の活性化を介して、eIF2aのリン酸化を惹起することが
示唆された。 
最後に、kurarinone が小胞体ストレス応答 (unfolded protein response, UPR) を
担っている他の２つの UPR センサー（ inositol-requiring enzyme 1 (IRE1), 
activating transcription factor 6 (ATF6)）（Wang and Kaufman, 2012; Ron and 
Harding, 2012）に与える影響も検討した。PC3 細胞を kurarinone で処理し、各
UPR センサー経路の標的分子である、TRB3 と CHOP（PERK/ATF4 経路）、
SSR2（signal sequence receptor subunit 2, IRE1/XBP1経路）、CALR（calreticulin, 
ATF6経路）の mRNA 発現レベルを調べたところ、kurarinone は SSR2 と CALR 
mRNA の発現量は上昇させず、TRB3 と CHOP mRNA の発現を増大させた
（Figure 4F）。一方で、タプシガルギン（TG）は 4 種類の mRNA 全ての発現






6. Kurarinone はがん細胞の増殖を抑制する 
 
Kurarinone は複数のがん細胞に対して抗腫瘍活性を示すことが報告されてい
る（Kang et al., 2000; Yang et al., 2018）。そこで、次に kurarinone による ATF4
の活性化が、実際に抗腫瘍作用に寄与しているか検討した。がん細胞である
PC3 細胞とヒト正常線維芽細胞である TIG3 細胞に対して、kurarinone で処理し
細胞増殖に与える作用を MTT assay 法により調べたところ、kurarinone は PC3
細胞に対して用量依存的に増殖を抑制したものの、TIG3 細胞に対しては増殖抑
制作用を示さなかった（Figure 5A）。 
Kurarinone による PC3 細胞の増殖を抑制する作用が、細胞死に起因している
かトリパンブルー染色法により確認したところ、細胞死の誘導は見られなかっ
た（ Figure 5C）。次に、 kurarinone が細胞周期に与える影響について
bromodeoxyuridine (BrdU) の取り込みにより、S期への進行を検討したところ、
kurarinone は PC3 細胞において G1期で細胞周期を停止させていることがわかっ
た（Figure 5B）。cyclin-dependent kinase (CDK) 阻害タンパク質 p21 は ATF4 の
標的遺伝子の一つであり、小胞体ストレス後の細胞周期停止を引き起こすこと
が報告されているため（Inoue et al., 2017）、S 期への進行を同様に遅延させる
ことが知られている p27 と、細胞周期の正の制御因子である cyclin D1 と cyclin 
A の発現量をウェスタンブロット法により確認した。その結果、kurarinone は





か確認するために、PC3 細胞への PERK 阻害剤（GSK2656157）の効果を MTT 




















施し、S. flavescens の根の抽出液に TRB3 プロモーター活性を上昇させる作用を
見出した。さらに、activity-guided fractionation により活性本体として kurarinone
を同定した。続いて、kurarinone が TRB3 プロモーター活性を上昇させる分子メ
カニズムを検討したところ、kurarinone は PERK のリン酸化を引き起こし、
ATF4 を活性化させることが明らかとなった。加えて、kurarinone は正常細胞で



















Lavandulyl 基を有するフラバノンである kurarinone は S. flavescens の根に豊富
に存在することが知られ（Ryu et al., 1997; Sohn et al., 2004）、また kurarinone
は抗炎症作用（Han et al., 2010）、抗菌作用（Sohn et al., 2004）、およびいくつ
かのがん細胞に対する細胞傷害活性（Kang et al., 2000; Yang et al., 2018）などの
多数の生理活性が知られている。また、NF-κB の活性を阻害したり（Han et al., 
2010）、TRAIL 誘導アポトーシスを促進したりすることも報告されている
（Seo et al., 2010）。その他にも、大コンダクタンスカルシウム活性化カリウム
チャネルを活性化し、過活動膀胱症候群などの疾患の治療薬としての可能性が
あることも報告されている（Lee et al., 2016; Lee et al., 2018）。 
本研究では、TRB3 のプロモーター活性を上昇させる化合物として、
kurarinone を単一の成分として同定したものの、S. flavescens の根には 56 種類の
フラボノイドが同定されており、そのうち 21 種類に抗腫瘍活性が認められて
いる（Sun et al., 2012）。また、構造が類似した kuraridin や sophora flavanone G、
2′-methoxykurarinone などが含まれており、kurarinone と同様に細胞増殖阻害作
用などが報告されている（Sun et al., 2012）。Kuraridin を始めこれら構造類似体
が、PERK-ATF4 経路を活性化させる作用を持つかどうかは、今後の検討課題
と考えられる。 








通常、３種の UPR センサー、PERK や IRE1、ATF6 は小胞体シャペロン BiP と
結合していることでそれらの活性が抑制されており、小胞体ストレスが惹起さ




が考えられる。また、kurarinone は PERK 特異的なキナーゼを誘導・活性化し
たり、特異的なフォスファターゼを発現抑制、活性阻害することで、PERK の
活性化のみ誘導することができるなども考えられる。さらなる解析が、








ーゼにより駆動される。GCN2 は、アミノ酸飢餓によって活性化し、PERK は、 
小胞体ストレスやグルコース飢餓により活性化する。これらの eIF2aキナーゼ






















や抗酸化作用についての報告がいくつかなされているものの（Jung et al., 2008; 
Han et al., 2010）、その作用メカニズムに関してはまだ十分に解明されていな
い。そこで、kurarinone による抗炎症作用や抗酸化作用を発揮するメカニズム
を解析した。  




化ストレスを細胞が受けると NRF2 は Keap1 と解離し核内へ移行し、転写因子
small Maf（musculoaponeurotic fibrosarcoma）と二量体を形成して抗酸化応答配
列 (Antioxidant response element, ARE) と呼ばれる領域に結合し、抗酸化に関わ
る heme-oxygenase 1（HO-1）や NAD(P)H: quinone oxidoreductase 1（NQO-1）な
どを誘導して、酸化ストレスなどから細胞を防御している。このように、
NRF2 はストレス状態における細胞内の解毒反応や代謝応答において中心的な










いる。例えば、NRF2 は炎症時のマクロファージからの IL-6 や IL-1bなどの炎
症性サイトカインの転写を抑制し、抗炎症作用を発揮することが報告されてい
る（Kobayashi et al., 2016）。NRF2 を活性化させる薬剤として、多発性硬化症
治療薬の dimethyl fumarate が承認されており、また、糖尿病性腎症や肺高血圧
症の治療に有益である可能性も示唆されており、現在臨床試験が行われている








1. Kurarinone は抗酸化タンパク質 HO-1 mRNA 発現を増強する 
 
まず始めに、kurarinone が抗酸化反応に関わる分子群に与える影響を mRNA
発現を指標に検討した。PC3 細胞を kurarinone で処理すると、抗酸化作用に関
わる複数の分子の mRNA 発現量が上昇したが、中でも HO-1 mRNA の発現が著
しく増加した（Figure 6A）。そこで、kurarinone による HO-1 発現誘導について
詳細に解析したところ、kurarinone は PC3 細胞において時間依存的（Figure 










3. Kurarinone は、NRF2/HO-1経路を活性化し、抗炎症作用を示す 
 
最初に、マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 を kurarinone で 24時間処理
したところ、この処理時間内において kurarinone による細胞毒性は 50 µM の濃
度までほとんど見られなかった（Figure 8A）。そこで、kurarinone による HO-1
の発現誘導が、kurarinone による抗炎症作用に関与しているか検討を行った。
RAW264.7 細胞において、HO-1 の過剰発現が lipopolysaccharide （LPS）によっ
て誘導される炎症性サイトカイン interleukin-1b（IL-1β）や誘導型一酸化窒素合
成酵素（iNos）mRNA の発現誘導を抑制することも確認した（Figure 8B）。 
そこで、LPS による IL-1β と iNos の発現誘導に及ぼす kurarinone の影響を検
討した。kurarinone で 6 時間前処理した後、RAW264.7 細胞を LPS で処理した
ところ、LPS により強く誘導される IL-1β と iNos の mRNA の発現は、
kurarinone の処理で顕著に抑制されることを見出した（Figure 8C）。さらに、
この阻害作用が、kurarinone により誘導された HO-1 によるものかを明らかにす
るために、HO-1 阻害剤として知られる Tin Protoporphyrin IX (TinPPIX) の影響
を調べた。その結果、kurarinone により発現誘導が抑制された IL-1β と iNos の
mRNA の発現量は TinPPIX の処理で部分的にではあるものの回復が見られた
（Figure 8D）。以上の結果から、kurarinone は NRF2/HO-1経路を活性化するこ

























































Figure 8. Kurarinone suppresses LRS-induces inflammatory mediators through HO-1 induction. 
(A) RAW264.7 cells were incubated with the indicated doses of kurarinone for 24 h. Cell 
viability was determined by WST-8 assay. Results represent the mean ± S.D. (n = 3). (B) 
RAW264.7 cells and RAW264.7/FLAG-HO1 cells were lysed and the levels of indicated 
protein were determined by immunoblotting (left). The indicated cells were treated with 100 
ng/ml of LPS for 6 h. The expression level of each gene was assessed by quantitative PCR. 
Results represent the mean ± S.D. (n = 3). Ctrl, control. (C) RAW264.7cells were pretreated 
with 50 μM of kurarinone for 6 h and then incubated with 100 ng/ml of LPS for 6 h. The 
expression level of each gene was assessed by quantitative PCR. Results represent the mean ± 
S.D. (n = 3). (D) RAW264.7 cells were pretreated with 50 μM of kurarinone and/or 10 μM of 
TinPPIX for 6 h and then incubated with 100 ng/ml of LPS for 6 h. The expression level of each 
gene was assessed by quantitative PCR. Results represent the mean ± S.D. (n = 3). Significant 
differences are indicated as **p < 0.01. *p < 0.05. 
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に NRF2 が関与していることを明らかにした。NRF2 をノックダウンしても、
HO-1 の誘導が完全に抑制されなかったのは、HO-1 が別の経路によっても誘導




究では、kurarinone による HO-1 の誘導が、kurarinone による抗炎症作用の一端
を担っている可能性を、LPS 刺激によるマウスマクロファージ細胞株
RAW264.7 での炎症性メディエーターの発現誘導能を調べることにより解析し
た。その結果、kurarinone で 6 時間前処理すると、RAW264.7 細胞での LPS に
より誘導される IL-1β と iNos mRNA の発現を抑制した。さらに、この抑制作用
は HO-1 阻害剤である TinPPIX の処理で部分的ではあるが回復が見られた。以





Lukwete et al., 2018）。ストレス下において、NRF2 は small Maf とともに遺伝
子プロモーターに存在する ARE に結合し、HO-1 のほか、グルタチオンペルオ
キシダーゼやカタラーゼなどの抗酸化酵素、NQO-1 などの還元酵素の発現を誘
導することが知られている。kurarinone は PC-3 細胞において、HO-1 に加えて
シスチントランスポーターである xCT、チオレドキシン還元酵素 TXNRD1 
(thoredoxin reductase 1)、スーパーオキシドジスムターゼ SOD2 (superoxide 
dismutase 2) の mRNA 誘導も引き起こすことがわかった。これら遺伝子はいず
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れも NRF2 の標的遺伝子として知られており、kurarinone は天然物由来の NRF2
活性化剤であると考えられる。Kurarinone が NRF2 を活性化させる分子メカニ
ズムについて、1 つの可能性としては、NRF2 は、PERK の標的分子の１つであ
















第 4 章 総括 
 
本研究において、S. flavescens の根から得られた kurarinone が、ATF4 を活性
化する作用を持つことを明らかにした。 kurarinone は、ATF4 の上流に位置する
PERK 経路を活性化させ、TRB3 や CHOP の発現誘導を引き起こした。さら




発が現在、世界中で進行中である（Stockwell et al., 2012; Ma & Klann, 2014; 
Bruch et al., 2017）。したがって、kurarinone による PERK-ATF4 経路の活性化
作用は、がん治療における創薬シードとしての可能性を秘めている。 
本研究では、kurarinone が PERK のリン酸化を誘導することを示した。一方
で、他の UPR 応答経路である IRE1 や ATF6経路の活性化はほとんど見られな




が持つ ADME に関する報告はほとんどないものの、kurarinone が肝毒性を示す














アソーム阻害剤の bortezomib は小胞体ストレスを引き起こし、ATF4 を活性化
し細胞死を誘発する。bortezomib は、特に B 細胞性悪性リンパ腫であるマント
ル細胞リンパ腫に対して強力な細胞傷害活性を示すことが報告されている
（Wang et al., 2009）。また、ドパミン D2受容体アンタゴニスト ONC201 は新
規神経膠腫治療薬として現在臨床試験が行われており、ONC201 は PKR および
HRI を活性化して eIF2aのリン酸化を誘導し、ATF4介在性の細胞死を誘導する
ことが示されている（Kline et al., 2016; Arrillaga-Romany et al., 2017）。本研究
で見出した kurarinone が ATF4 の活性化による抗がん作用を示す創薬研究の一
助になることが期待される。 





と関連することが次々と明らかになってきており（Rani et al., 2016; Poprac et 
al., 2017）、NRF2 経路を標的とした臨床応用は非常に興味が持たれている
（Suzuki et al., 2013）。ブロッコリーなどの野菜に含まれる sulforaphane は天然
物由来の代表的な NRF2 活性化剤として知られている（McMahon et al., 2001; 
Thimmulappa et al., 2002）。Sulforaphane は、化学物質による発がんを抑制する
作用が報告されており、そのメカニズムとして NRF2 の活性化による薬物代謝
酵素の誘導が発がん性代謝中間体の体外排出を促進させることによると考えら
れている（Yang et al., 2016）。したがって、がんの予防効果についての臨床試
験も多く実施され、また、心血管疾患、神経変性疾患、糖尿病などへの効果も





3,12-dioxooleana-1,9(11)-diene-28-oic acid (CDDO) のメチルエステル誘導体であ
る bardoxolone methyl は、NRF2 の誘導活性と抗酸化作用や抗炎症作用を有し、
臨床応用が期待されたが（Dinkova-Kostova et al., 2005; Yates et al., 2007）、臨
床試験において毒性が認められたため、開発が中止となった（de Zeeuw et al., 
2013）。Dimethyl fumarate は、多発性硬化症の治療薬として承認されており、
NRF2 活性化能を持つことが報告されている（Linker et al., 2011; Takaya et al., 
2012）。また、バゾプレシン 2型受容体拮抗薬である tolvaptan が PERK を介し







酵素の転写反応に関与している（Kasai et al., 2019）。そのため、kurarinone は
細胞内で NRF2 と ATF4 の両者を同時に活性化させ、抗酸化酵素の遺伝子プロ






Figure 9. Model diagram of anti-tumor and anti-inflammatory effects of kurarinone.  
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第 5 章 結論 
 
1.  119 種類の生薬抽出液のうち、生薬クジン（マメ科クララ Sophora    
flavescens の根）抽出液が強く TRB3 プロモーター活性の上昇を示した。 
 
2.  S. flavescens 抽出液中の TRB3 プロモーター活性を示した活性成分はフラボ
ノイドの kurarinone であった。 
 
3.  Kurarinone は PERK-eIF2a経路を介して ATF4 を活性化し、TRB3 を誘導し 
た。 
 
4.   Kurarinone は PERK-eIF2a経路を介してがん細胞の増殖を抑制した。 
 
5.   Kurarinone は抗酸化タンパク質の中でも、特に HO-1 の発現を誘導した。 
 
6.   Kurarinone による HO-1 の mRNA 発現の誘導は NRF2 に依存していた。 
 
7.  Kurarinone は、LPS による Il-1β および iNos の mRNA 発現誘導を抑制した。 
 





第 6 章 実験材料及び方法 
 
抗体 
抗 p27 モノクローナル抗体（610241）、抗 cyclin A ポリクローナル抗体
（611268）、抗 cyclin D1 モノクローナル抗体（556470）は BD Biosciences
（Franklin Lakes, New Jersey, USA）から、抗b-actin モノクローナル抗体
（A5441）、抗 FLAG モノクローナル抗体（M2）、抗リン酸化 PKR （T451） 
ポリクローナル抗体（07-886）は Sigma-Aldrich（St. Louis, Missouri, USA）から、
抗 ATF4 モノクローナル抗体（11815）、抗 PERK モノクローナル抗体（5683）、
抗 GCN2 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 3302 ） は Cell Signaling Technology
（Danvers, Massachusetts, USA）から、抗 p21 モノクローナル抗体（sc-6246）は
Santa Cruz Biotechnology（Dallas, Texas, USA）から、抗 TRB3 モノクローナル抗
体（ab75846）、抗リン酸化 GCN2 （T899） モノクローナル抗体（ab75836）は
Abcam（Cambridge, UK）から、抗 PKR モノクローナル抗体（MAB1980）は
R&D Systems（Minneapolis, Minnesota, USA）から、抗 HO-1 ポリクローナル抗
体（10701-1-AP）は Proteintech（Chicago, Illinois, USA）から、抗マウス IgG-
HRP（018-23643）は富士フィルム和光純薬（大阪）から、抗ウサギ IgG-HRP






ペニシリン G（Meiji Seika Pharma、東京）、100 µg/mL ストレプトマイシン






ATCC（Manassas, Virginia, USA）より購入、TIG1 細胞（ヒト正常線維芽細胞
株）、および TIG3 細胞（ヒト正常線維芽細胞株）は、JCRB 細胞バンク（大阪）
より購入し、4.5 g/Lグルコース、10% FBS、ペニシリン G、およびストレプト
マイシンを添加した Dulbecco’s Modified Eagle培地（DMEM）（Sigma）で培養
した。各細胞は 5%の CO2存在下、37ºC で培養した。 
 
発現プラスミド 
Human TRB3 promoter P1-Luc は、ヒト TRB3 プロモーター領域（-1265〜+609）
を pGL4.14（Promega, Madison, Wisconsin, USA）に組込み作製した。ヒト HO-1
をレンチウイルスにより導入するプラスミド CSIIEF/FLAG-HO1 は、
pcDNA3/FLAG-HO-1 から CSIIEF ベクターにサブクローニングして作製し、そ
の後標準的なプロトコールに従ってウイルス粒子を RAW264.7 細胞に感染させ




DNA の遺伝子導入にはリン酸カルシウム法である Chen-Okayama 法（Chen 
and Okayama, 1987）を用いた。siRNA の導入には、Lipofectamine RNAiMAX
（Invitrogen, Carlsbad, California, USA）を用いてトランスフェクションを行った。 
 
ルシフェラーゼアッセイ 
pGL4.14-TRB3 promoter P1-Luc を安定的に発現させた HEK293 細胞を 3.5 x 104 
cells/well の密度で 24 well plate に播種し、TM または kurarinone を DMSO に溶
解し、記載の最終濃度になるよう細胞培養液中に添加した。24 時間後、ルシフ
ェラーゼ活性は Wallac 1420 ARVO multilabel counter（Perkin Elmer, Waltham, 
Massachusetts, USA）により測定した。細胞数の補正には、同様に各種試薬を刺






用いた siRNA の配列を以下に示す。 
Human ATF4 siRNA sense strand, 5’-GCCUAGGUCUCUUAGAUGA-3’ 
（Dharmacon, Lafayette, Colorado, USA） 
Human PERK siRNA sense strand, 5’-CACAAACUGUAUAACGGUU-3’ （Sigma） 
Human NRF2 siRNA sense strand, 5’-CGUUUGUAGAUGACAAUGA-3’ （Ambion, 
Austin, Texas, USA） 
Stealth RNAiTM siRNA Negative Control Med GC Duplex（Invitrogen）はコントロ
ール siRNA として使用した。 
 
RNA 抽出、RT-PCR 法及び real-time PCR 法 
RNA抽出にはRNAiso Plus （タカラバイオ、滋賀）を用いた。PrimeScript 
first-strand cDNA Synthesis Kit （タカラバイオ）を用いてTotal RNAからcDNAを
生成した。目的のmRNA 発現量はGene Amp PCR System 2700 （Applied 
Biosystems, Foster City, California, USA）を用いたsemiquantitative-PCR法、及び、
SYBR premix Ex Taq （タカラバイオ）とABI Prism 7300 sequence detection 
system （Applied Biosystems）を用いたreal-time PCR法を用いて測定した。遺伝
子の増幅には以下のプライマーを用いた。 
Real-time PCR 法： 
Human TRB3: forward, 5’-TGACAACACTTTTCCATGACCATAG-3’,  
reverse, 5’-GGAGGCCGACACTGGTACAA-3’. 
Human CHOP: forward, 5’-GGTATGAGGACCTGCAAGAGGT-3’,  
reverse, 5’-CTTGTGACCTCTGCTGGTTCTG-3’. 
Human β-actin: forward, 5’-TGGCACCCAGCACAATGAA-3’,  
reverse, 5’-CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA-3’. 
Human SSR2: forward, 5’-TTCACCTCGGCAACAATTACT-3’,  
reverse, 5’-GGTGCACTGGTAGAGCCAAT-3’. 




Human HO-1: forward, 5’-ATGGCCTCCCTGTACCACATC-3’,  
reverse, 5’- TGTTGCGCTCAATCTCCTCCT-3’. 
Mouse HO-1: forward, 5’-ACAGAGGAACACAAAGACCAG-3’,  
reverse, 5’-GTGTCTGGGATGAGCTAGTG-3’. 
Human SLC7A11: forward, 5’-TCCTGCTTTGGCTCCATGAACG-3’,  
reverse, 5’-AGAGGAGTGTGCTTGCGGACAT-3’. 
Human TXNRD1: forward, 5’-TGTTGGAGCATCCTATGTCG-3’,  
reverse, 5’-TCAAATCCTCTAAGAAGAATGGACC-3’. 
Human SOD2: forward, 5’-GGAAGCCATCAAACGTGACTT-3’,  
reverse, 5’-CCCGTTCCTTATTGAAACCAAGC-3’. 
Human CAT: forward, 5’-CCATTATAAGACTGACCAGGGC-3’,  
reverse, 5’-AGTCCAGGAGGGGTACTTTCC-3’. 
Human GPX3: forward, 5’-CGGGGACAAGAGAAGTCG-3’,  
reverse, 5’-CCCAGAATGACCAGACCG-3’. 
Human NQO-1: forward, 5’-ATCCTGCCGAGTCTGTTCTG-3’,  
reverse, 5’-AGGGACTCCAAACCACTGC-3’. 
Human GPX4: forward, 5’-GAGTTTTCCGCCAAGGACATCGA-3’,  
reverse, 5’-GGTCGACGAGCTGAGTGTAGTTT-3’. 
Human GSS: forward, 5’-AAGACACTCGTGATGAACAAG-3’,  
reverse, 5’-AGAGGAATGACAAATACAGAGGAT-3’. 
Human TXN: forward, 5’-GCCTTTCTTTCATTCCCTCTC-3’,  
reverse, 5’-GCTTTTCCTTATTGGCTCCAG-3’. 
Human GPX1: forward, 5’-CAGTCGGTGTATGCCTTCTCG-3’,  
reverse, 5’-GAGGGACGCCACATTCTCG-3’. 
Human PRDX1: forward, 5’-AGGCCTTCCAGTTCACTGAC-3’,  
reverse, 5’-CAGGCTTGATGGTATCACTGC-3’. 
Human SOD1: forward, 5’-TGGTTTGCGTCGTAGTCTCC-3’,  
reverse, 5’-CTTCGTCGCCATAACTCGCT-3’. 
Human SOD3: forward, 5’-GGTGCAGCTCTCTTTTCAGG-3’,  
reverse, 5’-AACACAGTAGCGCCAGCAT-3’. 




Human GPX2: forward, 5’-CCCCTACCCTTATGATGACC-3’,  
reverse, 5’-GTTGATGGTTGGGAAGGTG-3’. 
Human NRF2: forward, 5’-CTTTTGGCGCAGACATTCC-3’,  
reverse, 5’-AAGACTGGGCTCTCGATGTG-3’. 
Human TXNRD-1: forward, 5’-TGTTGGAGCATCCTATGTCG-3’,  
reverse, 5’-TCAAATCCTCTAAGAAGAATGGACC-3’. 
Mouse IL-1β: forward, 5’-GCAACTGTTCCTGAACTCAACT-3’,  
reverse, 5’ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT-3’. 
Semiquantitative-qPCR法： 
Human TRB3：forward, 5’-TGCCCTACAGGCACTGAGTA-3’,  
reverse, 5’-GTCCGAGTGAAAAAGGCGTA-3’. 
Human CHOP: forward, 5’-GCGTCTAGAATGGCAGCTGAGTCATTGCC-3’,  
reverse, 5'-GCGTCTAGATCATGCTTGGTGCAGATTC-3’. 




細胞はTNTE buffer （20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 120 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% 
Triton-X 100）に各種プロテアーゼ阻害剤、脱リン酸化阻害剤を添加して溶解さ
せた。遠心後の細胞溶解液に6 x SDS sample buffer （100 mM Tris-HCl, pH 6.8, 
4% SDS, 10% glycerol, 1 mg/ml bromophenol blue, 17.5 M 2-mercaptoethanol）を加
え、 98℃で 5分間加熱して泳動用サンプルとした。サンプルは SDS-
polyacrylamide gel electrophoresisにて分離後PVDF膜  （Millipore, Burlington, 
Massachusetts, USA）に転写した。一次抗体及びHRP標識二次抗体を処理後、
ECL Western blotting detection regent （GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA）によ








細胞生存率はCell Counting kit-8 （同仁化学、熊本）を用い、製品のプロトコ









FITC BrdU Flow kit （BD Biosciences）を用い、製品プロトコールに従って評
価した。細胞を10 µM 5-bromo-2'-deoxyuridine （BrdU）存在下、37ºCで1時間培









S. flavescens の乾燥根（1 kg、ツムラ、東京）を室温で 24時間、3 L のアセト
ンを用いて抽出しろ過した。このプロセスを 3 回繰り返し、ろ液を減圧下で蒸
発させ、アセトン抽出物（14.8 g）を得た。残渣を 3 L のメタノールで抽出し、





見られなかったため、アセトン抽出物を activity-guided fractionation の出発材料
として使用した。まずは、アセトン抽出物をシリカゲルカラムクロマトグラフ
ィーで、6 つの画分に分離した。分離の際に、展開溶媒は、クロロホルム：メ
タノール＝20：1 から流し始め、TLC スポットで溶出の様子を見ながら 10：1
に切り替え、最後はメタノールで洗浄した。この際、時間をかけて細かく TLC
でスポットを確認しながら分離したため、活性成分を 1 つの画分に集約するこ







トン-d6、400 MHz）δ7.35（1H、d、J = 8.3 Hz）、6.44（1H、d、2.4 Hz）、6.41
（1H、dd、J = 8.3、2.4 Hz）、 6.16（1H、s）、5.58（1H、dd、J = 13.2、2.9 
Hz）、4.94（1H、br t、J = 6.8 Hz）、4.53（1H、d、J = 10.2 Hz）、3.69（3H、 
s）、2.82（1H、dd、J = 16.6、13.2 Hz）、2.65（1H、m）、2.62（2H、m）、
2.51（1H、m）、2.01（2H、m）、1.61（3H、s ）、1.52（3H、s）、1.43（3H、
s）; 13C-NMR（アセトン-d6、100 MHz）δ189.9（C-4）、163.9（C-7）、162.7











び ISRIB は、Cayman Chemical（USA）から購入した。SiO2（AP-300）は、豊





2 群比較には Student’s t-test を、多群比較には一元配置分散分析法（one-way 
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